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Resumo

Emrazao dasua capacidade deadaptacio e reprodugao em um pequeno intervalo de tempo, os microrganismos
apresentam a caracteristica de se desenvolver em ambientes com condi¢des aparentemente indspitas, como
os combustiveis. Uma vez no interior dos sistemas de armazenamento de combustiveis, os microrganismos
podem permanecer dispersos na suspensao ou aderidos na superficie sob a forma de biofilme, podendo
ocasionar diversos prejuizos a industria e ao meio ambiente. Neste estudo foram quantificados os contaminantes
microbianos presentes em diferentes combustiveis da regido de Dourados, MS: gasolina comum, gasolina
aditivada, diesel, etanol e biodiesel. Foram utilizados dois métodos de quantifica¢do, o Método do Ntumero
Mais Provavel (NMP) e densidade de células por espectrofotometria. Entre os combustiveis analisados, o
diesel (4,58 Log NMP/mL e 2,28 DO, ) e o biodiesel (3,32 Log NMP/mL e DO
densidade microbiana, e o etanol (2,84 NMP/mL e 0,27 DO

as evidéncias de que os combustiveis apresentam uma concentragao microbiana elevada, podendo induzir e/

o3, 0-41) apresentaram maior

5,)» menor densidade. Esses resultados reforgam

ou acelerar processos de biocorrosdo nos tanques de combustiveis.
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Measurement of different fuels microbiota

Abstract

Microorganisms due to their high capacity for adaptation and reproduction in a small amount of time have
the characteristic to develop in environments with seemingly inhospitable conditions, such as the fuels.
Once inside the system for storage of fuels, the microorganisms may remain dispersed in the suspension
or adhered on the surface in the form of biofilm, which can cause several damages to the industry and
the environment. Therefore, this study aimed to quantify microbial contaminants present in different
fuels, regular gasoline, premium gasoline, diesel, ethanol and biodiesel in the region of Dourados, MS.
For the evaluation of the microbiota, we used two quantification methods, the Method of Most Probable
Number (MPN) and spectrophotometry in Elisa reader. Among the fuels studied, we found that diesel
(4,58 Log NMP/mL e 2,28 DO_, ) and biodiesel (3,32 Log NMP/mL e DO, 0,41) showed high microbial
density and ethanol (2,84 NMP/mL e 0,27 DO_, ) showed low density of microorganisms. These results
demonstrated that fuels have an elevated microbial concentration, which may cause and/or accelerate
processes of bio corrosion in fuel tanks.

Keywords: Fuels. Microorganisms. Method of Most Probable Number. Optical density.

1 INTRODUCAO

A contaminagdo microbiana nos combustiveis tem sido relatada ha algumas décadas; os
primeiros trabalhos que evidenciaram os efeitos nocivos dessa contaminagdo foram realizados
com combustiveis de aeronaves na década de 1930. Porém, estes trabalhos somente passaram a ser
publicados a partir da década de 1960 (RAIKOS et al., 2011).

Apesar de os combustiveis aparentarem ser um ambiente indspito para a sobrevivéncia dos
microrganismos, varios sao os fatores que contribuem para o crescimento microbiano nesses sistemas, como:
disponibilidade de nutrientes, presenca de agua e de aditivos, condi¢des favoraveis de pH e temperatura
(YEMASHOVA et al., 2007; VIDELA; HERRERA, 2005; GAYLARDE; BENTO; KELLEY, 1999).

Os microrganismos podem entrar em contato com os combustiveis de diferentes formas: durante
o processo de refino; por meio do solo no periodo de estocagem; durante a lavagem dos dutos que veiculam
os combustiveis, ou transportados com poeira e agua mediante as aberturas nos tanques (YEMASHOVA
et al., 2007; GAYLARDE; BENTO; KELLEY, 1999). No interior dos tanques de combustiveis os microrganismos podem
permanecer aderidos na superficie, formando biofilme, e/ou dispersos no fluido.

A microbiota presente nos sistemas de armazenamento de combustiveis provoca um aumento
na quantidade de agua livre, em razao da degradagao dos hidrocarbonetos, e a atividade metabdlica
dos microrganismos leva a formagao de perdxido e acido. A presenga de microrganismos também
provoca aumento da viscosidade, diminui¢ao da estabilidade térmica e volatilidade, que podem levar

a problemas de filtra¢ao, deterioragdo do equipamento e, consequentemente, perda da qualidade do
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produto final (KARTAVTSEVA et al., 1989; YEMASHOVA et al., 2007). Para crescer nesse ambiente,
os microrganismos exigem a capacidade de, metabolicamente, transformar os hidrocarbonetos, com
a finalidade de emprega-los como fonte de carbono e energia (YEMASHOVA et al., 2007).

Entre as bactérias, fungos filamentosos e leveduras capazes de crescer em combustivel,
destacam-se os géneros: Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., Aeromonas sp., Achromobacter sp.,
Arthrobacter sp., Bacillus sp., Brevibacterium sp., Cladosporium sp., Clostridium sp., Corynebacterium
sp., Flavobacterium sp., Micrococcus sp., Moraxella sp., Nocardia sp., Pasteurella sp., Pseudomonas
sp., Ochrobactrum sp. e Rhodococcus sp. (CHAO et al., 2010; YEMASHOVA et al., 2007; EMTIAZI
et al., 2005; GAYLARDE; BENTO; KELLEY, 1999).

Portanto, a presen¢a de microrganismos nos combustiveis, na forma de biofilme ou dispersos
na suspensdo, pode ocasionar diversos prejuizos na industria e contribuir para o rompimento dos
tanques. Face ao exposto, esta pesquisa teve por objetivo quantificar a microbiota de diferentes

combustiveis (gasolina comum, gasolina aditivada, diesel, etanol e biodiesel).

2 MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas trés coletas de gasolina comum, gasolina aditivada, diesel e etanol em trés
postos de combustiveis, totalizando nove amostras de cada tipo de combustivel. Também foram
analisadas 10 amostras de biodiesel de extracao e conversdo industrial, provenientes de uma planta

produtora de biodiesel, localizada na cidade de Dourados, MS.

2.1 QUANTIFICACAO DA MICROBIOTA DOS COMBUSTIVEIS DE ORIGEM
FOSSIL E BIOCOMBUSTIVEIS

A microbiota foi mensurada em cada uma das amostras por dois métodos: Método do
Numero Mais Provavel (NMP) e densidade dptica (DO) por espectrofotometria, utilizando-se leitor
automatico do tipo Elisa.

Para a realiza¢do do método do NMP, procedeu-se a diluicao seriada das amostras até 10~ e,
a partir destas, foram retiradas aliquotas de ImL e inoculadas em uma série de trés tubos de ensaio
contendo Caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo — BHI (HImedia'), os quais foram incubados a 35+2 °C
por 48 horas. A densidade bacteriana foi calculada pela tabela de Hoskins (1934) e expressa em NMP/
mL. Os tubos foram considerados positivos quando apresentaram crescimento e/ou producao de gas.

Com o proposito de complementar os resultados do método do NMP, foram realizadas leituras
de densidade dptica em tempo real em um espectrofotometro automatico tipo Elisa (Thermoplate’).
Para tanto, uma aliquota de 200 pL de cada tubo utilizado no método do NMP foi colocada nas

microplacas de fundo chato com 96 pogos, para posterior leitura da DO, .
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2.2 AVALIACAO DO PH E TURBIDEZ DOS COMBUSTIVEIS DE ORIGEM FOSSIL
E BIOCOMBUSTIVEIS

As analises de pH foram realizadas com um aparelho pHmetro (Hanna'), exceto das
amostras de biodiesel, analisadas com fita de pH. A turbidez foi mensurada por meio de um aparelho

turbidimetro (Instrutherm’).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Face aos resultados das duas técnicas, verificou-se que o diesel (4,58 Log NMP/mL e 2,28
DO,, ) e o biodiesel (3,32 Log NMP/mL e DO
O etanol (2,84 NMP/mL e 0,27 DO
(Grafico 1).

430 0-41) apresentaram maior densidade microbiana.

o) foi o combustivel com menor quantificagio de microbiota

Grafico 1 - Quantificagdo da microbiota de gasolina comum e aditivada, diesel, etanol e biodiesel, pelo método do Ntimero
Mais Provavel (Log NMP/mL) e densidade ptica (DO

630)

Biodiesel - Biodiesel
Etanol - Etanol
Diesel | Diesel
Gasolina Aditivada Gasolina aditivada
Gasolina Comum Gasolina comum
0 i é é :l é 0 Ol,l 0;2 0;3 l]l,4 OI,S
Log NMP/mL DOg3o

Fonte: os autores.

As condigoes de pH e turbidez sdo fatores limitantes que podem favorecer o crescimento
microbiano. Pode-se observar que as amostras de etanol (8,04) apresentaram os valores mais altos de
pH (pH basico) e as amostras de diesel (6,00) e biodiesel (5,5), os valores mais baixos. As amostras
de diesel (3,19 UNT) e biodiesel (2,86 UNT) também se apresentaram mais turbidas em relacao as
amostras de etanol (1,27 UNT) (Grafico 2). Frente a esses dados, pode-se afirmar que os resultados
das analises de pH e turbidez possuem relagdo direta com a avalia¢do da microbiota, uma vez que o

diesel e o biodiesel apresentaram pH levemente acido e maior densidade de microrganismos.
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Grafico 2 - Medidas de pH e turbidez (UNT) dos combustiveis: gasolina comum, gasolina aditivada, diesel, etanol e biodiesel

Biodiesel | Biodiesel |
Etanol 1 Etanol |
Diesel | Diesel d
Gasolina aditivada | Gasolina aditivada d
Gasolina comum | Gasolina comum d
01234567s 001 2 3 4 5
pH Turbidez

Fonte: os autores.

Esse padrao microbiolégico é condizente com os resultados apresentados por Rodriguez-
Rodriguez, Rodriguez-Cavallini e Blanco (2009) em um estudo similar realizado com diesel, gasolina e
querosene de quatro distribuidoras da regiao da Costa Rica, no qual verificou-se uma maior contagem
microbiana nas amostras de diesel. Estes resultados também foram relatados por Bento e Gaylarde
(2001) e Gaylarde, Bento e Kelly (1999) em estudos realizados com os combustiveis no Brasil.

Segundo Gaylarde, Bento e Kelley (1999), tais resultados podem ser explicados pelo fato de o
diesel possuir uma maior quantidade e variedade de aditivos em relagdo aos outros combustiveis. Estes
aditivos constituem fonte de micronutrientes e carbono para os microrganismos, além de facilitarem
o acesso dos hidrocarbonetos aos microrganismos (LEAHY; COLWELL, 1990).

Lutterbach et al. (2009), em um estudo realizado no Laboratério de Biocorrosio e
Biodegradagao (Labio) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT), também constaram uma elevada
microbiota nesse combustivel, esta constitui-se de 99-100% de bactérias anaerdbias.

Outro fator que tem sido evidenciado como fonte de biodegradabilidade do diesel é a
adicao de biodiesel a esse combustivel, aumentando, assim, a formac¢édo de biomassa microbiana na
interface dleo/dgua (BUCKER et al., 2011), uma vez que a partir de 01 de janeiro de 2010, o dleo diesel
comercializado em todo o Brasil passou a ter adi¢cdo de 5% de biodiesel. Esse percentual de adigao foi
aprovado pela Resolucao n. 6/2009, do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE).

Apesar de o etanol ter apresentado a menor contagem microbiana em relagdo aos outros
combustiveis, alguns estudos revelam que ele também favorece o crescimento microbiano, por
possuir uma alta solubilidade, além de enzimas constitutivas que, associadas as rotas metabolicas dos
microrganismos, degradam o etanol (POWERS et al., 2001; ALVAREZ; HUNT, 2002).

Os dois tipos de gasolina analisados (comum e aditivada) também apresentaram expressiva

contagem microbiana. Pode-se sugerir que a gasolina aditivada apresentou maior contagem em relagao
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a gasolina comum em razao da presenca de mais aditivos, como acontece com o diesel, além de uma
maior quantidade de alcool que garante, assim, uma maior solubilidade.

A capacidade de biodegradagdo dos hidrocarbonetos deve-se, segundo Leahy e Colwell
(1990), a trés mecanismos inter-relacionados: indugdo e/ou repressio de enzimas especificas,
mudangas genéticas que resultam na aquisi¢ao de novas atividades metabolicas e sele¢do de cepas
capazes de transformar tais compostos.

Assim, os hidrocarbonetos podem ser inativos, inibidores ou estimulantes para os
microrganismos, servindo como unica fonte de matéria organica para o desenvolvimento de seus

processos vitais.

4 CONCLUSAO

Verificou-se que o diesel e o biodiesel apresentaram maior concentragdo microbiana e que os
valores de turbidez e pH se relacionam diretamente com a microbiota dos combustiveis.

Os resultados obtidos sugerem que os combustiveis apresentam caracteristicas favoraveis
para o desenvolvimento microbiano, fato este que merece destaque, uma vez que os microrganismos

podem provocar diversos impactos nas industrias e nos sistemas de armazenamento dos combustiveis.
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